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論文内容の要旨
(目的)
リウマチ性疾患に分類される強直性脊椎炎、ライター症候群、反応性関節炎に代表される血清反応陰性脊椎関節炎
(Seronegative spondyloarthropathy) に棲息する症例は疫学的に 90%以上の確率で HLA-B27 が陽性である。現在
までの研究で、これらの病因に微生物感染が関連していることが疑われている。実験的にも、関節炎を自然発症する
HLA-B27 トランスジェニックラットが無菌下では関節炎を発症しないという事実が微生物感染の関連を推測させる。
遺伝的素因としての HLA-B27 と、環境因子として微生物感染が発症に重要な役割を果たしているのは確かと思われ
るが、明確な解答は未だ得られていない。
以前、別の論文で HLA-B27 関連疾患で、ある反応性関節炎の原因細菌の一つで、あるサルモネラ菌感染時に、
HLA-B27 の抗原提示機構が刺激されることを証明した。
今回、 HLA-B27 が本当に関節炎の発症に際し何らかの役割を果たしているのかを確かめるために、サルモネラ菌
感染後の関節炎に関与するシグ、ナル伝達が、 host 側に HLA-B27 を持つことにより違いが出現するのかを検討した。
(方法ならびに成績)
実験的にサルモネラ菌感染を起こしやすい線維芽細胞 (Hela 細胞)に、 HLA-B27 の cDNA を導入した細胞
(B27-Hela 細胞)を作製し実験に用いた。コントロール群として HLA-Al (AI-Hela 細胞)、 MHC クラス I のシ
グナル伝達にとって重要な部分である Exon 6、 7 を失欠させた HLA-B27 を導入した Hela 細胞 (mutantB27・Hela
細胞)も同時に作成した。
ゲルシフトアッセイにより B27-Hela 細胞のみ Salmonella typhimurium 感染時に、転写因子結合部位の AP-l 及
び SRE (serum response element) に結合する転写因子の出現を認めた。しかしながら Hela 細胞、 AI-Hela 細胞、
mutantB27-Hela 細胞にはそれらの出現は認めなかった。結合する転写因子はスーパーシフトアッセイにより
immediate-erarly gene である c-fos 、 junD と判明し、 c-fos の増加は RNA、蛋白レベル両者に見られた。 c-fos の RNA
は感染後数十分のレベルで、増加が認められ、 c-fos の上流部分にある SRE が刺激されたことによるものと推測された。
? ?
また HLA-B27 のシグ、ナル伝達に Exon 6、 7 でのリン酸化の関与も疑われた。次に AP-1 が enhancer として支配し
炎症に関与する cytokine、 chemokine、接着因子の数十種類の特異的プライマーを作製し、サルモネラ感染による誘
導を RT-PCR 法を用い RNA レベルの誘導で、調べた。 B27-Hela 細胞と Hela 細胞を感染後、 30、 60、 120 分、 24 時
間後の total RNA を抽出し、各プライマーを用い比較したところ、 chemokine の一つである MCP-1 の RNA 量の著
明な増加が B27-Hela 細胞のみに見られた。 ELISA を用いた結果でも蛋白レベルの著明な増加が同様に見られた。こ
れらの結果はサルモネラ感染後、 HLA-B27 が存在することにより AP-l を誘導するシグナル伝達経路が刺激されやす
くなり、その結果、二次的に炎症に関与する chemokine が誘導された事を示している。
(総括)
現在、 HLA と疾患の関係で、強直性脊椎炎、ライター症候群、反応性関節炎に代表される血清反応陰性脊椎関節
炎 (Seronegative spondyloarthropathy) と呼ばれる HLA-B27 関連疾患群ほど、遺伝因子と細菌感染などの環境因
子という、多くの疾患において想定され得る病因がはっきりした疾患群は少ない。今回遺伝子工学的手法を用いて、
はじめて証明した HLA-B27 を介する反応が関節に生じているのならば、関節炎の一つの病因としての HLA-B27 と
微生物感染の関連が強く考えられる。
論文審査の結果の要旨
(目的) Spondylarthropathy と呼ばれるリウマチ性疾患の中で、強直性脊椎炎、ライター症候群、反応性関節炎な
どは疫学的に MHC クラス I である HLA-B27 との関連が高く、また病因として微生物感染が疑われている。しかし
未だ明確な解答は得られていない。今回、反応性関節炎の原因菌のーっと考えられているサルモネラ菌を用い、関節
炎に関与するシグナル伝達が、 host 側に HLA-B27 を持つことにより違いが出現するのかを検討した。
(方法ならびに成績)ゲルシフトによって解析を行ったところ、 HLA-B27 が導入された Hela 細胞 (B27-Hela 細胞)
のみ感染時に AP-1 、 SRE (serum response element) 部に結合する転写因子の出現を認めたが、 HLA-A1 、 Exon6、
7 を失欠させた HLA-B27 を導入した Hela 細胞には認めなかった。結合する転写因子はスーパーシフトにより c-fos 、
junD と判明し、 c-fos の増加は RNA、蛋白レベル両者に見られた。次に AP-1 が enhancer として支配し炎症に関与
するサイトカイン、ケモカイン、接着因子のサルモネラ菌感染による誘導を見たところ、ケモカインの一つである
MCP-1 の RNA、蛋白レベル両者の著明な増加が B27-Hela 細胞のみに見られた。これらの結果はサルモネラ菌感染
後、 HLA-B27 が存在することにより AP-1 を誘導するシグナル伝達経路が刺激され、その結果二次的に炎症に関与す
るケモカインが誘導された事を示している。
(総括)この論文がはじめて証明した HLA-B27 と細菌感染に関与するシグナル伝達経路の誘導機序は、この疾患の
発症機序、原因因子の解明の手掛りとなっており、現在では HLA-B27 とほかの転写因子との関係も研究されており、
今論文に対して、学位の授与に値すると考えられる。
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